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RESUMEN
Los métodos de análisis fluorescentes poseen alta sensibilidad y espe-
cificidad; estas dos cualidades son indispensables en los estudios de
muestras complejas.  Por este motivo, se eligió un método fluorimétrico
para el análisis de disoluciones de suelos a falta de un método sencillo
para la cuantificación de aminoácidos totales libres en disoluciones de
suelo, por lo cual proponemos como método de análisis el método de
fluorescencia OPAME resultando ser más sensible y versátil para el
uso de laboratorios de suelo.
Se implementa el método en un lector de microplacas de fluorescencia
mediante una adaptación del método establecido y propuesto por Jones
y Owen (2002). Con esta propuesta se logra emplear bajos volúmenes
de muestra y reactivos además de que permite el análisis de hasta
doce muestras en cinco minutos.
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Una vez adaptado el método, se hace la primera aproximación cuantitativa de las
concentraciones de aminoácidos libres en las piscinas de materia orgánica de los
suelos de los bosques tropicales.
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INTRODUCCIÓN
Las fuentes de nitrógeno para la nutrición de las plantas, como los aminoácidos,
han ganado atención, particularmente en sistemas con nutrientes limitados. Los
aminoácidos poseen un papel fundamental en los procesos del nitrógeno en el
suelo; no obstante, se sabe relativamente poco sobre su comportamiento en el
suelo; en comparación con los solutos inorgánicos NO3
- y NH4
+ 1.
Para tal fin es importante señalar que se estima que los suelos contienen 20-30 %
de nitrógeno en forma de aminoácidos y la mayoría (aproximadamente 99,5 %)
presente en un estado polimérico (por ejemplo, complejos de proteína-húmicos
y péptidos) y el resto en forma de aminoácidos libres.
Los aminoácidos en su forma nativa son generalmente cromóforos débiles (no ab-
sorben la luz UV) y no poseen actividad electroquímica. Esto significa que, para
fines analíticos, deben primero ser modificados químicamente. La reactividad de
todos los reactivos de derivatización comunes se dirige hacia el grupo amino en la
estructura de los aminoácidos. Varios reactivos fluorogénicos están disponibles,
entre los cuales se encuentran los reactivos a base de o-ftaldialdehído (OPA) /
tiol, los cuales juegan el papel más importante en el análisis moderno de
aminoácidos.
El o-ftaldialdehído--mercaptoetanol (OPAME) es un conocido agente
fluorogénico para el análisis de compuestos aminos porque puede reaccionar
fácilmente con compuestos aminos primarios y como resultado produce un
fluoroforo tipo isoindol terciario con alto campo cuántico de emisión fluores-
cente (Li et al., 2007). La estructura fluorescente resultante ha sido identifica-
da por Simons y Johnson como 1-alquiltiol-2-alquil-sustituyente isoindol (García
et al., 1989). El mecanismo de la reacción entre el OPAME y el aminoácido
determina que existe un decaimiento de la intensidad fluorescente al aumentar
las cantidades de OPA y esto podía deberse a que el OPA puede atacar a los
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aductos ME (reacción Diels-Alder) para degradarlos a productos no fluores-
centes. Debido a que el OPA está usualmente presente en exceso comparado
con los fluoroforos isoindol producidos en los ensayos de amina y tiol, el decai-
miento de los fluoroforos isoindoles parece ser inevitable a menos que el exce-
so de OPA sea eliminado por extracción con solvente o sea inactivado.
En la presente investigación se eligió utilizar el reactivo OPA y el tiol -
mercaptoetanol (ME) para producir derivados fluorescentes de los aminoácidos
en disolución de suelo que pueden ser detectados por un lector de microplacas.
Con la finalidad de obtener resultados exactos y precisos, se realizaron las
pruebas de validaciones siguientes: precisión, exactitud, linealidad, límite de
detección, de cuantificación e interferencias.
Este trabajo se realizó conjuntamente con el Instituto Smithsonian de Investi-
gaciones Tropicales en donde se lleva a cabo proyectos en química y geología
del suelo del bosque tropical de Panamá de modo tal que ya se cuenta con
amplia información sobre nutrientes como el NH4
+, NO3
-, PO4
- de los suelos
panameños. Sin embargo, no se cuenta con información acerca de los
aminoácidos totales libres en suelo (TFAA) a pesar de que, en regiones tem-
pladas, la determinación de aminoácidos libres es parte de los análisis de rutina
en varios laboratorios. Por tanto, en el presente estudio se desea implementar
el método de fluorescencia OPAME como método para la determinación de
aminoácidos libres en los suelos del bosque tropical de Panamá y establecer
este estudio como la primera referencia de medición de aminoácidos en los
suelos tropicales de Panamá.
PARTE EXPERIMENTAL
MÉTODO DE MUESTREO
Como objeto de estudio se utilizó el suelo procedente de las parcelas estableci-
das por el Instituto Smithsonian de Investigaciones Tropicales como CTFS plots.
Cada una de las parcelas comprende un área de 1,0 ha y están localizadas
dentro del Parque Soberanía y en la isla de Barro Colorado (ver Figura 1 y
Cuadro 1).
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Figura 1. Mapa de la distribución de las parcelas CTFS en Panamá (parcelas como puntos rojos).
Para la toma de muestra de suelo se utilizó el criterio presentado en el Handbook
on Sampling in Today’s Environment (EPA, 1995), donde se usa un patrón en
forma de “Z”; de esta forma afirman que las muestras de las cuatro esquinas, así
como el centro, por lo general proporcionan un cálculo razonablemente acertado de
la composición global del suelo  (USAID, 1997).
Para preparar una muestra compuesta de cada punto de las parcelas se utilizó una
barrena de suelo con la cual se extrajeron dos porciones de suelo a 10 cm de
profundidad. Se prepararon los extractos de suelo utilizando 20 g de muestra y cada
extracto se hizo por triplicado.
Cuadro 1. Información correspondiente a las parcelas CTFS estudiadas
Coordenadas (UTM)
17 P  0637263 m E, 1012497 m N
17 P  637984 m E 1012395 m N
17 P  0638144 m E, 1012886 m N
17P, 637861 m E, 1012976 m N
17 P 632003 m E, 1003751 m N
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PREPARACIÓN DEL REACTIVO DE TRABAJO OPAME
El OPAME se prepara en buffer de borano 0,02 M y tetraborano de potasio, y el
pH se ajusta a 9,5 usando KOH 10 M.
El o-ftaldialdehído se disuelve en metanol, se agita por un minuto la mezcla y se
adiciona 10 L de -mercaptoetanol. Inmediatamente se añade buffer de borano y
se guarda la disolución en una botella de vidrio ámbar lavada previamente con
ácido. Se deja reposar el reactivo de trabajo por 2 h.
PREPARACIÓN DE LAS DISOLUCIONES DE TRABAJO DE C2H5NO2
Se prepara una disolución madre de glicina C2H5NO2 (10 mM) en agua destilada.
A partir de esta disolución se preparan disoluciones de trabajo en un rango de 10 a
50 µM.
EXTRACCIÓN DE LOS AMINOÁCIDOS LIBRES EN EL SUELO
Para preparar cada réplica se tomó 20 g de suelo fresco y se transfirieron a una
botella plástica de 125 mL previamente pesado con 50 mL de KCl. Todas las répli-
cas se colocaron en un agitador por 15 minutos a baja velocidad. Luego se transfi-
rieron 40 mL del extracto a un tubo de centrífuga de 50 mL y se centrifugaron a
8180 r.p.m por 15 min. Por último, se filtró el sobrenadante a viales de 20 mL y se
leyó la intensidad fluorescente de las muestras el mismo día en que se prepararon.
Se incluyó un blanco con KCl 2,0 M
MEDIDA DE EXACTITUD
La organización internacional de Estándares (ISO) define la exactitud como “el
grado de concordancia entre el resultado de un ensayo y el valor de referencia
aceptado”. Para la determinación de este parámetro se prepararon disoluciones de
glicinas con el reactivo OPAME de concentraciones dentro del rango de trabajo.
MEDIDAS DE PRECISIÓN
Para la determinación de este parámetro se tomaron en cuenta disoluciones de
trabajo de 10 - 50 µM a partir de una disolución madre 10 mM de glicina a condicio-
nes normales, se leyeron las intensidades fluorescentes de cada disolución diez
veces en diez placas distintas el mismo día para evaluar repetibilidad y durante diez
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días distintos para la reproducibilidad.  La precisión del método analítico es expre-
sada como la desviación estándar o desviación estándar relativa (coeficiente de
variación) de una serie de medidas (Valcárcel, 1992).
donde "s" es la desviación estándar, N es el número de datos, x los valores obteni-
dos y  la media de los valores.
donde CV representa el coeficiente de variación.
MEDIDA DEL INTERVALO DE LINEALIDAD
Con el fin de comprobar el rango lineal que podría alcanzar el método, se prepara-
ron disoluciones de C   H   NO   en un rango de concentraciones de 3-80 µM; las
mismas se hicieron reaccionar con OPAME y se leyeron sus intensidades fluores-
centes. Se estudió la relación entre la fluorescencia y la concentración con la que
se obtuvo la curva de linealidad del método OPAME, (la curva de calibración) y se
aplicó la regresión lineal (Miller y Miller, 2002) y se determinaron los parámetros
siguiendo la fórmula general de la recta.
y = a + bx
Donde y es la fluorescencia, a es el intercepto b es la pendiente y x la concen-
tración.
CV = —— x 100%S
X
b = N x y - x y
x2 - ( x)2N
 
donde N es el número de datos observados.
El intercepto se calcula de acuerdo a la siguiente fórmula
a = y - b x
N
 
2    5        2
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Para evaluar la linealidad hacemos uso de dos criterios:
1.- Empleando un contraste estadístico adecuado para ver si el coeficiente de co-
rrelación de la curva de regresión es realmente significativo; para ello se realiza
el siguiente cálculo:
t = r N - 2
1- r2
 
si el valor de t calculado es mayor que el t tabulado, se rechaza la hipótesis nula
(Ho)  y se concluye que existe una correlación significativa.
2.-Se determinó la significancia estadística de la varianza de la pendiente y la
desviación estándar de la pendiente, cuyo criterio de aceptación expresa que la
desviación estándar de la pendiente debe ser menor del 2 %, y el límite de
confianza de 95% de la pendiente.
Los resultados reflejados en el Cuadro 3 muestran que los parámetros de linealidad
cumplen con los criterios establecidos, quedando demostrada la adecuada linealidad
del método ensayado en el rango de concentración considerado.
MEDIDAS DE LÍMITES DE DETECCIÓN Y CUANTIFICACIÓN
Los límites de cuantificación y determinación se calcularon a partir de la regresión
lineal de los datos obtenidos del programa RLIN (Leone, 2006); estos valores se
basan en los límites de confianza superior (límite de detección LOD) e inferior
(límite de cuantificación LOQ) a 90 y 95 % de confianza (ver Cuadro 3).
MEDIDA DE INTERFERENCIAS
Para la determinación de las interferencias se prepararon disoluciones de C2H5NO2
de 10, 20, 25, 30, 40 y 50 µM y una disolución de NH4Cl 25 µM. Luego las intensi-
dades fluorescentes de todas las disoluciones fueron leídas bajo las mismas condi-
ciones.
(Ho = correlación cero)
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EQUIPO
La detección de los aminoácidos en los extractos de suelo se realizó por fluores-
cencia, utilizando el lector de placas de fluorescencia FLUOstar OPTIMA.
En cada columna de la placa se adiciona 20 µL de la disolución a leer. De inmediato,
a cada columna se adiciona 200 µL del reactivo de trabajo OPAME. Luego se lee
la fluorescencia de las muestras en el equipo FLUOstar Optima a los 210 s de
iniciada la reacción entre la disolución y el OPAME.
CONDICIONES DEL LECTOR DE MICROPLACAS DE FLUORES-
CENCIA FLUOstar ÓPTIMA
Las condiciones del equipo que se utilizaron para la detección de aminoácidos fue-
ron:
Lámpara de flash de xenón
Configuración del lector: intensidad fluorescente
Número de ciclos: 5
Tiempo de inicio de medición: 0 s
Numero de flashes por ciclo: 10
Tiempo de duración del ciclo: 70 s
Filtro de excitación 330 nm
Filtro de emisión 460 nm
Ajuste del tubo fotomultiplicador: 1150
Agitación doble orbital después de cada ciclo durante 10 s
Dirección de lectura de la microplaca: horizontal
Figura 2. Diagrama de la lectura de los pocillos de la placa por el cabezal
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
PARÁMETROS EVALUADOS
Exactitud: De un estándar de glicina se prepararon 2 concentraciones de disolu-
ciones dentro del rango de trabajo y se corroboró el grado de concordancia entre el
resultado de un ensayo y el valor de referencia aceptado.
Precisión: para la repetibilidad se evaluaron las intensidades fluorescentes corres-
pondientes a las diez lecturas realizadas durante el mismo día para las disoluciones
de 30 y 10 µM, obteniéndose desviaciones estándares relativas entre 8 y 13%
respectivamente; esto puede deberse a la falta del sistema de autoinyección del
equipo. La reproducibilidad fue evaluada durante 10 días distintos, encontrándose
que las desviaciones estándares relativas para las disoluciones de C2H5NO2 están
alrededor del 10 %.
En el Cuadro 2 podemos resumir los resultados de las medidas de fluorescencia.
Cuadro 2.  Parámetros evaluados con el Método OPAME
Resultado
 8 días
3 - 80  M
10 - 50  M
8 % (desviación estándar relativa)
10 % (desviación estándar relativa)
 85 - 102 %
Parámetro de Estudio







El rango de trabajo de C2H5NO2 se delimitó entre 10-50 µM, basado en estudios
previos que aseguran que, típicamente, las concentraciones de aminoácidos libres
en extractos de suelo son bajas, con concentraciones dentro de un rango de 5 a 50
µM.  La curva de calibración de C2H5NO2 establecida como curva de trabajo se
puede apreciar en la Figura 3.
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Todas las mediciones se realizaron por triplicado con las cuales se evaluó: el inter-
cepto, la pendiente, el coeficiente de correlación, y los límites de detección y
cuantificación a través del estudio de la recta de regresión de Y sobre X basado en
el método de los Mínimos Cuadrados y los Límites de Confianza Superior e Inferior
(Cuadro 3). La línea recta buscada se calcula basándose en este principio; como
resultado se encuentra que la línea debe pasar por el “centro de gravedad” de los
puntos (x, y).
Cuadro 3. Parámetros de regresión lineal calculados por el método de los Mínimos Cuadrados
Donde: m =  pendiente; ±s (m) =  desviación estándar de la pendiente; b = ordenada
en el origen;  r = coeficiente de regresión, LC límite de confianza, t = student, CV
coeficiente de variación,  X concentración, Y  fluorescencia,  LOD = límite de
detección,   LOQ = límite de cuantificación.
Figura 3. Curva de calibración de la intensidad fluorescente vs las concen-
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INTERFERENCIA EN EL MÉTODO OPAME
Entre las características más importantes que se conocen del reactivo OPAME se
puede resaltar que tiene un alto grado de especificidad para aminoácidos libres y
que no reacciona apreciablemente con otros reactivos orgánicos comunes encon-
trados en el suelo como azúcares, ácidos orgánicos, proteínas, urea, vitaminas y
ácidos húmicos. Algunos autores señalan que la mayoría de los aminoácidos son
débilmente sorbidos por el suelo en comparación con NH4
+ 1, por lo que se conside-
ra el ion NH4
+ como una interferencia en el método OPAME.
Por tanto, para corroborar que la intensidad fluorescente leída en los extractos de
suelo no se debía al ion NH4
+, se probó su respuesta al hacer reaccionar una diso-
lución de NH4Cl 25 µM con el reactivo OPAME (véase Cuadro 4).
Cuadro 4. Lecturas de las intensidades fluorescentes para las disolu-























Como se presenta en el Cuadro 4, la disolución de NH4Cl tiene una concentración
igual a una de las disoluciones de C2H5NO2 leídas (25 µM) bajo las mismas condi-
ciones y probada con el mismo reactivo OPAME; no obstante, la intensidad fluo-
rescente del ion NH4
+ cae por debajo del rango de trabajo establecido para el
método en el lector de microplacas. Es evidente que, si en los extractos de suelo se
extrajeran también iones NH4
+, los mismos presentarían fluorescencia por debajo
de la señal cuantificable para el método aquí expuesto.
El método de fluorescencia OPAME para la determinación de aminoácidos en
suelos demostró exactitud, precisión adecuada, relación lineal con un coeficiente de
correlación cercano a la unidad. Además, se demostró ser apropiado para detectar
2     5       2                 4
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concentraciones mayores a 0,40 µM y cuantificar con precisión y exactitud con-
centraciones superiores a 0,79 µM de aminoácidos libres totales con 95% de con-
fianza.
Para aplicar el método se realizaron dos giras de muestreo (noviembre 2012 y junio
2013); en el Cuadro 5 se muestran las características del suelo y en la Figura 4 y el
Cuadro 6 sus concentraciones e intensidades fluorescentes obtenidas.
Como se puede observar en el Cuadro 5, los suelos de las parcelas estudiadas
presentan un rango de pH entre 3-6 por lo que se deduce reciben un gran aporte de
materia orgánica y presentan razones de C:N dentro del rango de 11-12 lo cual
indica una actividad microbiana considerable.
Código de parcela Textura del suelo pH N (%) C (%) P (%) razón C:N 
P5 Arcilla 6,05 0,41 4,57 428 11,1 
P6 arenoso arcillo marga 4,36 0,19 2,35 183 12,5 
P7 Arcilla 4,22 0,21 2,49 282 11,5 
P15 franco arcilloso 5,02 0,35 4,00 332 11,4 
P25 franco arcillo limoso 3,59 0,26 3,39 91 12,9 
P26 franco arcillo limoso 3,55 0,21 2,81 74 13,1 
Cuadro 5. Características físicas y químicas de los suelos estudiados
Figura 4. Concentración de aminoácidos totales libres
entre las parcelas muestreadas
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Cuadro 6. Intensidades fluorescentes y desviaciones estándares relativas de las parcelas en los dos
periodos de muestreo.
Primer Muestreo Segundo Muestreo 











P5   152 5 
P6   454 7 
P7 597 10 294 18 
P15 408 35 263 21 
P25 1181 12   
P26 591 94   
 
CONCLUSIONES
El presente estudio representa la primera detección de aminoácidos en suelos de
bosque tropical en Panamá; se ha implementado un método rápido y sensible como
el método OPAME para que pueda ser utilizado para la cuantificación de
aminoácidos totales libres en disoluciones de suelos tropicales.
Las muestras fueron colectadas en el campo, extraídas y leídas el mismo día, de
modo tal que se determinara la concentración de aminoácidos libres en suelo fres-
co. El proceso se llevó a cabo de esta manera debido a que estudios han comproba-
do la variabilidad de la cantidad de N de acuerdo al estado del suelo ya sea fresco,
almacenado o seco. Cabe destacar que las referencias también presentan altos
valores de desviación para las intensidades fluorescentes y se considera que la
causa es la gran variabilidad espacial de los aminoácidos en los suelos y, por ende,
en sus disoluciones.
Las concentraciones promedio de TFAA en disoluciones de suelos de bosque tropi-
cal son aproximadamente 43 µM de aminoácidos libres en temporadas lluviosas. En
parcelas de bosque tropical de 1,0 ha de terreno se encuentran más de 200 µM de
aminoácidos por kilogramo de suelo.
Los TFAA son parte de la piscina de materia orgánica utilizada por la biota en el
bosque tropical de Panamá para abastecer sus requerimientos nutricionales.
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SUMMARY
IMPLEMENTATION OF FLUORESCENCE OPAME METHOD FOR
DETERMINATION OF AMINOACID IN TROPICAL SOILS
Fluorescent analysis methods have high sensitivity and specificity; these two quali-
ties are indispensable in studies of complex samples. For this reason , a fluorimetric
method for analysis of solutions of soil, in the absence of a simple method for the
quantification of free to total amino acid solutions of soil, is selected, for which we
propose as a method of fluorescence analysis method OPAME proving more sen-
sitive and versatile for use in soil laboratories
.
The method is implemented in a fluorescence microplate reader using an adapta-
tion of the method proposed by established and Jones, DL. This proposal is achieved
using low volumes of sample and reagents and it allows the analysis of up to twelve
shows in five minutes.  Once adapted the method, the first quantitative approxima-
tion of the concentrations of free amino acids in pools of organic matter in soils of
tropical forests is done.
KEY WORDS:  Amino acids, fluorescence OPAME, soil testing.
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